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1. INTRODUCAO

Os elementos de transposicdo sao parasitas gendmicos que utilizam a
maquinaria molecular do genoma hospedeiro para sua propria propagacdo. Esses
parasitas possuem uma grande diversidade e estdo presentes em praticamente
todos os genomas analisados até o momento (PRITHAM, 2009). Entretanto, existe
um viés de conhecimento sobre a distribuicdo desses elementos, pois sdo bem
caracterizados somente nos genomas de espécies que sdo modelos experimentais,
tais como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e Arabidopsis thaliana
(KAPITONOV & JURKA, 2001).

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento em larga escala, na
Ultima década, permitiu que os pesquisadores pudessem acessar 0s genomas tanto
de espécies modelos, como as de ndo modelos. Dessa forma, atualmente podemos
melhor caracterizar o conteudo génico de espécies que ndo sdo modelos para
ciéncia e descrever mais fidedignamente a diversidade dessas sequéncias.

Os elementos Helitrons foram primeiramente caracterizados por KAPITONOV
& JURKA (2001) em Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans e Oryza sativa.
Entretanto, nos anos subsequentes varios Helitrons foram encontrados nas mais
variadas espécies, desde protistas até mamiferos (KAPITONOV & JURKA, 2007,
SOROURIAN et al, 2010), mostrando assim que esses elementos possuem uma
ampla distribuicdo na arvore da vida. Esses elementos séo classificados como de
classe I, que se transpdem por um intermediario de DNA, porem sao posicionados
na Subclasse Il uma vez que cortam e replicam apenas umas das fitas de DNA,
utilizando um mecanismo de copia e cola. Helitrons s&o caracterizados por
apresentar um tamanho que varia entre 5 ate 16 kb e multiplas regides codificantes,
incluindo uma DNA helicase que é uma proteina importante no seu mecanismo de
transposicdo (KAPITONOV & JURKA, 2001).

O objetivo desse trabalho é caracterizar os elementos de transposicédo de
ciclo rolante (também conhecidos como Helitrons) no genoma de uma vespa
parasitdide de Drosophila neotropical que teve seu genoma recentemente
sequenciado.

2. METODOLOGIA

Flores de Cestrum foram coletadas em Santa Maria - RS e levadas para o
laboratério. Essas flores foram mantidas a temperatura ambiente por 10 dias para
emergéncia das espécies de Drosophila e suas vespas parasitoides. A partir da
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obtencdo das vespas, seu DNA foi extraido utilizando o kit NucleoSpin Tissue XS
(MACHEREY-NAGEL). Posteriormente, esse DNA foi sequenciado utilizando a
plataforma Illlumina de sequenciamento de nova geracdo Solexa-lllumina
HiSeq2000. Com as leituras em méaos, utilizamos uma nova abordagem, baseada na
clusterizacdo de sequencias usando graficos, para a montagem dos elementos de
transposicdo disponivel no webserver RepeatExplorer (http://repeatexplorer.org/)
(NOVAK, NEUMANN, PECH, STEINHAISL, & MACAS, 2013). As montagens
geradas por esse programa foram entdo analisadas por NCBI BLAST (ALTSCHUL et
al., 1997) e RepeatMasker (JURKA et al., 2005) para avaliar se estes eram
provenientes de elementos de transposi¢cdo. Homologos encontrados nesses bancos
de dados foram recuperados e alinhados usando o programa MAFFT (KATOH &
STANDLEY, 2013). A partir do alinhamento, uma arvore filogenética foi recontruida,
através de maxima verosimilhanga utilizando o software PhyML (GUINDON et al.,
2010), e o modelo de substituicdo de aminoacidos LG + | + G como sugerido pelo
software Prottest 2.4. Esta andlise visou compreender as relacdes dos Helitrons
encontrados nesse trabalho com os ja descritos na literatura. O suporte dos ramos
foi avaliado pelo método de SH-like e 1000 replicas de bootstrap.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Usando uma busca nas sequéncias geradas encontramos 3 contigs que
apresentaram homologia com elementos Helitrons de Acyrthosiphon pisum (Helitron-
1 AP), uma espécie de vespa parasitoide de lepiddpteros, ja descrito no banco de
dados RepBase. No total 2534 reads foram montados em 3 contigs totalizando 3612
nucleotideos. Ou seja, cobrindo todo o elemento de A. pisum que possui um
tamanho de 2907 pares de bases. Esses contigs apresentaram uma meédia de
cobertura de 95,3x, 22,6x e 17,6x.

O novo elemento apresentou 69% de similaridade com o elemento de A.
pisum e 70% de similaridade com o elemento de Bombix mori em nivel de
aminoacidos. Além disso, esse novo elemento parece poder codificar uma helicase
funcional, uma vez que observamos um quadro aberto de leitura que pode gerar
uma helicase de 495 aa. Os contigs resultantes da montagem de varios reads pode
nos dar uma ideia sobre o ancestral desses elementos. A possibilidade de
reconstituir o ancestral com uma regido codificante somente é possivel se esses
reads sao provenientes de elementos altamente similares. Dessa forma, esse novo
Helitron deve ser um elemento autbnomo e com uma amplificacdo recente no
genoma da vespa parasitoide.

Elementos homologos aos Helitrons encontrados no genomas estudado foram
obtidos tanto no repbase e no NCBI a partir de buscas por homologia com um
fragmento de aminoacidos da DNA helicase do novo elemento. Todos os elementos
obtidos foram entédo alinhados e analisados filogeneticamente para compreender de
gual subfamilia o novo Helitron pertence. Baseado nessa analise, observamos que
esse elemento pertence a subfamilia Helianu descrita por (THOMAS, SCHAACK, &
PRITHAM, 2010). Além disso, essa analise mostrou um agrupamento congruente
com a filogenia das espécies, uma vez que, 0 novo elemento Helitron de vespa
parasitoide de Drosophila agrupou com os elementos Helitrons encontrados em
outras espécies de vespas parasitoides, incluindo o elemento de A. pisum.
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4. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que esse é o0 primeiro elemento Helitron
potencialmente autbnomo caracterizado em um genoma de vespa parasitoide de
Drosophila e que sua histéria evolutiva é compativel com o processo de transmisséo
vertical desde os ancestrais de todas as espécies de vespas parasitoides.
Propomos chamar este elemento de Helitron-1_DiPW (Drosophila imcompta
parasitoid wasp).
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